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  الملخص

من حليب الإبل والجاموس المحلية باستخدام ) LP(تضمن البحث فصل إنزيم اللاكتوبيروكسيديز 

 G-100و G-50  سيفادكسة بتقنية الترشيح الهلامي تم فصل حزمة بروتينية واحد.التقنيات الحياتية المختلفة

قدر وزنه الجزيئي التقريبي بإستخدام تقنية و. للراسب البروتيني الناتج من عملية الترسيب بكبريتات الامونيوم

 1000+  76493 دالتون لحليب الإبل وبحدود 900+ 75219التي كانت بحدود ) G-100(الترشيح الهلامي 

  .وسدالتون لحليب الجام

مل / مايكروغرام70 يعمل عند تركيز الإبل والجاموسأظهرت النتائج أن الإنزيم المنقى من حليب 

 دقيقة 25 وزمن تفاعل 7لتر وعند أس هيدروجيني / مول0.08باستخدام محلول الفوسفات المنظم بتركيز

 –لاين ويفر(سم وباستخدام ر .لتر من مادة الأساس البايروكالول/ ملي مول400م و° 45ودرجة حرارة 

  3.49وكانت مساوية لـ) Km(وثابت ميكيلس ) Vmax(تم إيجاد قيمة السرعة القصوى ) برك

 ملي 45.4دقيقة و / مايكرومول4.44لتر على التوالي لحليب الإبل و/ ملي مول26.3دقيقة و/مايكرومول

 الكيميائية والدوائية على واخيراً تم دراسة تأثير بعض المركبات. لتر على التوالي لحليب الجاموس /مول

فينايل فرين المثبط لاتنافسي و) NaAsO2(  الصوديوم زرنيخاتفعالية الإنزيم، وبينت النتائج ان ميتا

)Phenylphrine (الأثيلين ثنائي الأمين رباعي  ولكن  من المثبط،مثبط غير تنافسي عند تراكيز مختلفة

  .منشطان للاكتوبيروكسيديزيعدان اسايكلين تترالو) Na2-EDTA(حامض الخليك ثنائي الصوديوم 
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ABSTRACT  
The research included the separation of lactoperoxidase (LP) from camel and buffalo 

milk locality using different biochemical techniques. One proteinous band had been isolated 
by gel filtration using sephadex(G-50 and G-100) that produced by ammonium sulphate 
precipitation. The apparent molecular weight of the isolated protein as a source of enzyme 
using gel filtration chromatography (G-100) was (75219 + 900) Dalton for camel milk and 
(76493 + 1000) Dalton for buffalo milk. 

The results showed that the purified LP from camel and buffalo milk were at (70 
µg/ml) of enzyme concentration using (0.08 mol/l) phosphate buffer at pH (7) act for (25) 
minutes at (45°C) and (400 mmol/l) of pyrogallol as a substrate. Using Line Weaver-Burk 
plot, the values of maximum velocity (Vmax) and Michaelis constant (Km) were found to be 
(3.49 µmol/ min) and (26.3 mmol/l) respectively for camel milk and (4.44 µmol/ min) 
(45.4 mmol/l) for  buffalo milk. 

Finally, the research was, also, involve the study of the effect of some chemicals and 
drugs on the enzyme activity. The results showed the sodium meta arsenite (NaAsO2) 
uncompetitive inhibitor while phenylphrine is noncompetitive inhibitor for the enzyme at 
different concentrations of inhibitor, but disodium ethylene diamine tetra acetic acid (Na2-
EDTA) and tetracycline were activators to LP. 

 
Keywords: Separation, lactoperoxidase (LP), milk, camel, buffalo, inhibitors, activators. 
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  المقدمة 

  قبـل من)  م1881 (عام Lactoperoxidase)EC 1.11.1.7) (LP(إنزيم اللاكتوبيروكسيديز اكتشف

 ـ التي تفرز في الغـدد ال  والاختزالالأكسدةات إنزيم من يعد هذا الانزيمو، Ekstrand, 1994)(أرنولد  ة لبني

 Reiter and(البـاحثين   واللعابية والدمعية والتي تكون متشابهة من الناحيتين الكيميائية والمناعية، وقد أطلق

Harnulv,1984(    عبارة عـن   الإنزيم  هذا   و .لمعزول من الحليب   البيروكسيديز ا  على اسم اللاكتوبيروكسيديز

 يتكون طبيعيا في اللبأ والحليب والعديد من الافـرازات البـشرية والحيوانيـة     Glycoproteinكلايكوبروتين

)Conner et al., 2002 (كأحد الوسائل الدفاعية الأحادية عدوي Monoimmune  افي قتل البكتريالذي يساهم 

Bactericidal  السالبة صبغة كرامذات تيريا بكال وخاصة Gram negative . إنزيميحتاج LP  بيروكسيد الى

يـسمى بنظـام    الثايوسيانات لاظهار وظيفته كنظام دفاعي مهم في المحاليل السائلة و         و) H2O2(هيدروجين  ال
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لقدرة ، اذ ان لهذا النظام ا)Lactoperoxidase system(LPS)) Jooyandeh et al.,2011 اللاكتوبيروكسيديز 

نـشاط مـضاد   لهـا  هيدروجين لتشكيل مركبات وسطية فعالـة  ال من قبل بيروكسيد     على تحفيز الثايوسيانات  

 Adam et al., 2008; Sharma et al., 2009; Yener et)للبكتيريا والفطريـات والفيروسـات والخمـائر   

al.,2009)       فالنشاط المضاد للجراثيم باستخدام نظام LP     استخدام بيروكسيد  من    مرة )100-75( أكثر قوة بـ

دة الثايوسـيانات   لبيروكساًعامل مساعد LP إنزيم يعداذ ). Juven and Pierson, 1996(الهيدروجين لوحده 

)SCN- (  ن أيون الهايبوثايوسيانات    يذاتية النشوء لتكو)-OSCN( بـشكل طبيعـي ضـد     الأخير يعمـل هذا  و

ــي     ــي او فـ ــائن الحـ ــى الكـ ــة الـ ــة الداخلـ ــسام الغريبـ ــة  الاجـ ــسوائل الحليبيـ             الـ

)Gülçin,  2009,  2010;  Gülçin  et  al.,  2009(الحليب من الأحياء المجهرية  وثايوسيانات يحفظهايبال، ف

 علـى تثبـيط      يعمل بالتالي و لة على الامراضية  ولبروتينات المسؤ المختلفة من خلال أكسدة مجموعة الثايول ل      

في حفظ مستحـضرات التجميـل وحفـظ الاغذيـة          يستخدم   الإنزيم    ان هذا  ن الإنزيمات، فضلا عن   العديد م 

طريقة اضافة هذا الانزيم الى الحليب فـي عمليـة الحفـظ    استخدمت قد و، )Seifu et al., 2005(والفواكه 

 من قبل منظمتي    اقرارهاك بعد   البلدان بوصفها طريقة للحفظ وذل    من  رسميا في العديد    واعتمدت هذه الطريقة    

من % 1الإنزيم يشكل حوالي ان هذا  و،)FAO) (Claesson, 1996( ومنظمة الفاو) WHO(الصحة العالمية 

ه في درجـة حـرارة       الا انه يفقد فعاليت    ،بروتينات مصل الحليب ويتصف بمقاومته النسبية لدرجات الحرارة       

 السلالة والعمر ومرحلة الحلب وفصول    ديد من العوامل مثل      فعالية هذا الإنزيم في الحليب بالع      البسترة، وتتأثر 

النتائج التي توصل قد اظهرت  و.)Saadde Schoos et al., 1999( الحالة التغذوية والصحية للحيوانالسنة و

 أن حليـب الإبـل يحتـوي علـى العوامـل المـضادة للميكروبـات        الى )(Shamsia, 2009إليها الباحث 

Antimicrobial factors انه غني بالكلوبيولينات المناعية اذ Immunoglobulinsبالمقارنة مع حليب البشر  .

فـي احتـواءه     حليب الجاموس    فمثلا يتفوق  ، وفرة في حليب الثدييات    أحد أكثر الإنزيمات  هو  ) LP( ن إنزيم إ

  ). De Wit and Van Hooydonk, 1996( مرة 20رب ما يقب الحليب البشري  علىLPعلى انزيم 

 من حليب الجاموس وحليب الإبل ومعرفة أي من المـصدرين           LP فصل إنزيم    البحث الى  هذا   يهدف

كيميائيـة  وتأثير المركبـات ال   دراسة كل منهما من ناحية حركيته وظروف عمله المثلى           ومن ثم    أكثر فعالية 

  . على عملهوالدوائية المختلفة
  

 المواد وطرائق العمل 

طقة بادوش، اما حليب الإبل فقد تم الحصول عليه من الإبل تم الحصول على حليب الجاموس من من

وبعد جمع العينات بشكل ). شمال غرب العراق( العربية المتواجدة في منطقة الجزيرة التابعة لمحافظة نينوى 

  :طازج تم أجراء خطوات التنقية عليهما بشكل مباشرة وهي كالآتي

 الطبقة الدهنية باستخدام جهاز الطرد المركزي المبرد ت فصل:فصل الطبقة الدهنية من الحليب الخام. 1

Cooling centrifuge separation) رعة ـوبس )جامعة الموصل /ةـكلية التربي/ م علوم الحياة ـالتابع لقس 
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 3000  x g دقيقة حسب طريقة الباحث 40لمدة )Ashiq, 1993 ( بعدها أزيلت الطبقة الدهنية العليا وتم أخذ

  .للخطوة الثانية) مصل الحليب(ع الدهن الحليب المنزو

       Protein precipitation by salting outترسيب البروتين بالإزاحة الملحية . 2

لترسـيب البـروتين بالإزاحـة الملحيـة             % 70استخدمت كبريتـات الامونيـوم وبدرجـة تـشبع            

)(Harvey and Ferrier, 2011 ،ليب المنزوع الدهن،وم بحالتها الصلبة إلى الح كبريتات الامونيفقد اضيفت 

م، ومن ثم ترك المحلـول       °4بصورة تدريجية مع التحريك المستمر بالمحرك المغناطيسي عند درجة حرارة           

  .تترسب جميع البروتيناتل ساعة في الثلاجة 24مدة 

     Cooling centrifuge separationفصل الراسب بالطرد المركزي المبرد . 3

 x g 6000 فصل الراسب عن السائل الرائق بجهاز الطرد المركزي المبـرد بـسرعة   الترسيب بعد  

 في اقل كمية من الماء المقطر، وبعد حساب حجم محلول الراسب            لمفصول أذيب الراسب ا   ، ثم دقيقة 30ولمدة  

ــورة         ــة لاوري المح ــروتين بطريق ــة الب ــدرت كمي ــاتج ق ــق الن ــسائل الرائ ــي وال            البروتين

(Schacterle and Pollack, 1973)،  وقيست فعالية إنزيم LP  في محلول الراسب البروتيني والسائل الرائـق

ثم حفظ محلول الراسب البروتيني والـسائل  . )Tayefi-Nasrabadi et al., 2011(باستخدام طريقة الباحثين 

  . اللاحقةم لحين استخدامه في الخطوات ° ) 20-( الرائق في درجة حرارة 

   Dialysis) الديلزة(الفرز الغشائي . 4

هيـدروجيني    المنظم عنـد اس    محلول الفوسفات  لكل من العينتين باستخدام       عملية الفرز الغشائي   اجريت

م مـع التحريـك بـالمحرك    °4عند درجـة حـرارة   و ،)Boyer, 2000( لتر /مولملي  0.1 وبتركيز 6.8

 ساعات ولمرتين ثم استمرت عملية الفرز الغشائي        3رز الغشائي كل    المغناطيسي مع مراعاة تبديل محلول الف     

  . ساعة24لمدة 

  G-50باستخدام سيفادكس كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي . 5

سم والذي يحتوي على هلام السيفادكس من نوع             ) (90 × 2.6استخدم عمود الفصل ذو الأبعاد   

G-50 )Sephadex G-50 (وبلغ . كيلو دالتون 30فصل المركبات ذات الأوزان الجزئية لغاية مخصص لال

بأستخدام  Vi (Internal volume)( الحجم الداخلي للعمود حسب سم، و76ارتفاع الهلام في العمود 

 Blueبأستخدام الدكستران الأزرق Vo ( Void volume)(والحجم الخارجي للعمود  )).Trp(التربتوفان 

dextran(ي العمود لغرض تحديد صفات العمود ف التي حقنت)Murray et al., 2009(.   

  Lyophilizer تقنية التجفيد . 6

الناتجة من عمود الفصل نوع  وLPالتي أظهرت فعالية عالية لإنزيم   تجفيد الحزمة البروتينيةتم     

Sephadex G-50 حرارة           عند درجةا العينتين وحفظتتأخذثم  الى ثلث حجمها، لكل من العينتين 

  .م حتى يتم تهيئتها للخطوة التالية°) 20-(
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 G-100باستخدام سيفادكس كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي . 7

سم والذي يحتوي على هلام السيفادكس من نوع             ) (90 × 2.6استخدم عمود الفصل ذو الأبعاد   

G-100 )Sephadex G-100 (وبلغ . كيلودالتون 100ت الأوزان الجزئية لغاية  المركبات ذامخصص لفصلال

 حجم الروغان للمواد القياسية التي حقنت في العمود لغرض تحديد حدد سم، و76ارتفاع الهلام في العمود 

للحزم البروتينية ذات الفعالية العالية (صفات العمود وإيجاد منحني قياسي لتحديد الوزن الجزيئي التقريبي 

من خلال رسم العلاقة الخطية ) ً حجوم روغانها أيضا حددتواد في عمود الفصل والتيلمالناتجة من حقن ا

  .)Burtis et al., 2012( بين حجوم روغانها ولوغاريتم أوزانها الجزيئية المعلومة

الناتج من ) للراسب(الماء المقطر، المحلول البروتيني :  الفصلعمودالمواد والمحاليل المستخدمة في 

ة رقم ، المحلول البروتيني الناتج من الخطو)عمود الفصل الاولفي تستخدم ( لكل من العينتين 4م  رقالخطوة

لحساب الحجم ) Trp(، الحامض الاميني التربتوفان )عمود الفصل الثانيفي تستخدم (  لكل من العينتين5

لحجم الخارجي للعمود  لحساب ا Blue dextranالدكستران الأزرق، Vi (Internal volume(الداخلي للعمود 

)Vo (Void volume ومواد قياسية مستخدمة لتحديد الوزن الجزيئي لإنزيم LP)  ألبومين مصل البقر

)BSA (Bovine serum albumin ألبومين البيض ،Egg albumin ببسين، ال Pepsin  والبابين Papain .( 

 ومن ثم أجريت  مل من الماء المقطر10في ) ة القياسيوادمن الم( غرام 0.1  المحاليل القياسية بإذابةحضرت

في عمود الفصل وعلى جدران عمود الفصل تبعها   مل5 بحجم ًعملية حقن المواد القياسية المذكورة آنفا

من أجريت عملية الجمع . Elution solution كمحلول روغان ً والذي استخدم أيضا.الغسل بالماء المقطر

 لعمود الثاني فقدل اما ، لكل جزءتين وبفاصل زمني مقداره دقيقساعة /ل م 160 بمعدل جريان الأوللعمود ا

 دقائق لكل جزء باستخدام جهاز 5 وبفاصل زمني مقداره ساعة / مل60 عملية الجمع بمعدل جريانكانت 

تمت متابعة المحتوى البروتيني من خلال  .الذي يعمل بنظام الدقائق Fraction collector جامع الأجزاء

عند ) UV-VIS Spectrophotometer PD-303UV(الامتصاصية للأجزاء المفصولة بجهاز المطياف قياس 

، ومن ثم جزاء المفصولةفي كل جزء من الأ LP متابعة فعالية إنزيم فضلاً عن.  نانومتر280 طول موجي

  .يةإنزيمفعالية أعلى  الأجزاء البروتينية الحاوية على تجمع

  Lyophilizer تقنية التجفيد . 8

 فعالية عالية ا أظهرتانتل تجفيد الحزمة البروتينية الناتجة من عمود الفصل لكل من العينتين والتم    

فعالية  تدراس ،، وبعد الحصول على الإنزيم بهيئة صلبة  لكل من عينتي الحليب الجاموس والإبل LPلإنزيم 

المنظم المستخدم ومادة لمحلول  وانزيمتركيز الإالتي يعمل بها وهي   المثلىظروفال لغرض تحديد الإنزيم

فضلا عن دراسة تأثير بعض المركبات حرارة التفاعل ودرجة  وزمن التفاعل  والأس الهيدروجينيالاساس

  . على فعاليتهالكيميائية والدوائية
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  :LPقياس فعالية إنزيم 

 ,.Tayefi-Nasrabadi et al(  بإستخدام الطريقة المستخدمة من قبل الباحثLPفعالية إنزيم قدرت 

تحول الى  بوجود بيروكسيد الهيدروجين ليPyrogallolنزيم على أكسدة البايروكالول الإ، اذ يعمل )2011

 :  حسب المعادلة وخطوات العمل الموضحة أدناه Purpurogallinبيوربيروكالين 

  
H2O2 + Pyrogallol                                2H2O + Purpurogallin    

 
  .لتر  /ملي مول 0.1 وبتركيز pH  6.5 عند تحضير محلول الفوسفات المنظم-1

  . مل من الماء المقطر10 في  آنيا Pyrogallol ملي مول من بايروكالول 200 تحضير -2

  .لتر / ملي مول61 تحضير بيروكسيد الهيدروجين آنيا بتركيز -3

  محلـول   مايكرولتر مـن   150 اضيف اليه بار و لمنظم في أنبوبة اخت   االفوسفات  محلول   مل من    3خذ  أ -4

    درجـة حـرارة     مع التحريك المستمر عند     مايكرولتر من الحليب   50 تبعهنيا  بايروكالول المحضر آ  ال

 الامتصاصية عند الطول الموجي     بعدها قيست بيروكسيد الهيدروجين   محلول   مباشرةًثم اضيف    م،24°

بأنهـا  تعرف وحدة الإنزيم     .م °24اشرة عند درجة حرارة      نانومتر في الدقيقة الأولى والدقيقة الع      430

بايروكالول الى ناتج لكل دقيقـة      اللاكتوبيروكسيديز التي تحول مايكرومول واحد من       العبارة عن كمية    

  .لكل مليلتر تحت الظروف المحددة للقياس
  

  

  النتائج والمناقشة 

من الـضروري   كان    لذا لبشرن قبل ا  منطاق واسع   الحليب مصدر الغذاء السائل المستهلك على       يعد  

 يعد  LPن إنزيم   إ ومما لاشك فيه ف    .دراسة المركبات التي تعمل على المحافظة عليه من المايكروبات الضارة         

      من الإنزيمات المهمة التي تعمل ضـد أنـواع عديـدة مـن البكتريـا والفايروسـات والخمـائر الـضارة                     

)Mehrin et al., 2011 .(عين من الحليب ر نواختيه وفي دراستنا هذ)فصل إنزيم ثم ) الإبل والجاموسLP 

ية للإنزيم ارتفعت خلال عمليـات      فعالية النوع الإن  ) 2 و 1(تشير النتائج الموضحة في الجدولين       .لكل منهما 

ز ملية الفر ارتفعت أكثر بعد ع   ، غير انها    لية الحليب الخام  لراسب الناتج من عملية الترسيب مقارنة بفعا      اتنقية  

       )دالتون  14000التي تقل عن( وذلك بسبب إزالة المركبات البروتينية ذات الأوزان الجزئية الصغيرة الغشائي

)Murray et al., 2009 ( بعد استخدام عمودين مـن أعمـدة الفـصل، الأول نـوع     الفعالية وكذلك ازدادت

 للحصول  لأوزان الجزيئية المختلفة     لفصل المركبات ذات ا    G-100 والثاني نوع سيفاديكس     G-50 سيفاديكس

وبذلك امكن   .بلمرة في حليب الأ   ) 194(مرة في حليب الجاموس و    ) 582( للإنزيم وصلت     عالية على نقاوة 

مـن  قليلـة   فعالية عالية وكمية     التي لها    للإنزيمقمة   علىلأمن عملية جمع    العالية  الحصول على تلك النقاوة     

  .لبروتينا
  

  

LP 
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  :ح الهلاميكروماتوغرافيا الترشي

الترسيب بكبريتات عملية من ناتجة البروتينية الاستخدمت هذه التقنية في عملية فصل المركبات 

في هذه العملية عمودي فصل متتابعين الاول استخدم ). ي لها عملية الفرز الغشائيبعد أن اجر(الامونيوم 

لوحظت وقد  G-100 نوع دكس السيفا على هلاموالثاني يحتوي Sephadex G-50هلام نوع يحتوي على 

الأشكال  ( لنوعي الحليب)G-50نوع (لكل عمود من عمودي الفصل  للانزيم حزمة واحدة ذات فعالية عالية

حزمة بروتينية واحدة ذات فعالية عالية لكلا العينتين من  G -100 أعطى عمود الفصل نوع  بينما)2 و1

 واحدة ذات  أنها تتركز في قمة وجدLPفعالية إنزيم من خلال متابعة و) 4 و3الأشكال (الجاموس والإبل 

 حجوم روغان اما .Sephadex G-100 في العمود الثاني المحتوي على هلام نوع التي حقنتفعالية عالية 

 مل على التوالي والتي 103.4 مل و106.1 فكانتكل قمة للإنزيم المفصول من حليب الإبل والجاموس 

لإنزيم المفصول من ات إن فعالية  لوحظ وقد).3الجدول (زن الجزيئي للإنزيم استخدمت فيما بعد لتقدير الو

  يدلوهذا، )4 و3لاحظ الأشكال (الإبل حليب الإنزيم المفصول من بفعالية مقارنة عالية حليب الجاموس 

من   ان حليب الجاموس يحتوي على وسائل حفظه ضد الجراثيم المرضية أكثر من حليب الإبل وبالتاليعلى

بكتريا بأنواع ال بقاء الحليب فترة أطول غير ملوثإ استخدام الأنزيم المفصول من حليب الجاموس في الممكن

 Jooyandeh et al., 2011; De( الأغذيةات التجميل ومه في حفظ مستحضرااستخدالمرضية، فضلا عن 

Alba et al., 2013.(  
  

  . وتنقيتهيب الإبلإنزيم اللاكتوبيروكسيديز من حلفصل خطوات  : 1الجدول 

 خطوات التنقية
الحجم 

 )مل(

تركيز البروتين الكلي

 )مل/ملغم(

  الفعالية

 )مل/وحدة إنزيم*(

الفعالية الكلية 

 )وحدة إنزيم(

  الفعالية النوعية

 )ملغم بروتين/وحدة إنزيم( 

عدد مرات 

 التنقية
 %الاستعادة 

 100 1 0.016 349.895 0.5383 33.418  650  الحليب الخام

حليب المنزوع ال

  )مصل الحليب(الدهن
580 28.272 0.593 343.94 0.0265 1.7 98.3  

الترسيب بكبريتات 

 %70الأمونيوم 
 

 7.7 0.5 0.0071 27.11 0.0438 6.145 619   الراشح 

 45.7 7.6 0.122 160.0 2.963 24.315  54  الراسب

 43.5 9.1 0.1456 152.11 2.012 13.818  75.6  ناتج الديلزة

مة الناتجة من عمودالق

-Gالترشيح الهلامي  
50  

77 1.6545 1.4318 110.25 0.8653 54 31.5 

القمة الناتجة من عمود

 الهلامي    الترشيح
G-100 

24 4945.0 1.538 36.912 3.1102 194 10.5 

وكالول الى ناتج لكل دقيقة بايراللاكتوبيروكسيديز التي تحول مايكرومول واحد من الهي عبارة عن كمية : وحدة الإنزيم * 

  . لكل مليلتر تحت الظروف المحددة للقياس
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  . وتنقيتهإنزيم اللاكتوبيروكسيديز من حليب الجاموسفصل  خطوات  :2الجدول 

بايروكالول الى ناتج لكل دقيقة اللاكتوبيروكسيديز التي تحول مايكرومول واحد من الهي عبارة عن كمية : وحدة الإنزيم*

  .لكل مليلتر تحت الظروف المحددة للقياس

  

  

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                       
                     

  الناتجة من عمود الفصل  LPالمظهر الجانبي يبين روغان الحزمة البروتينية لإنزيم : 1 الشكل

Sephadex G-50والعائدة لحليب الإبل بواسطة تقنية الترشيح الهلامي .  

  

  

  

 خطوات التنقية
الحجم

)مل(

تركيز البروتين الكلي

 )مل/ملغم(

  الفعالية

)مل/وحدة إنزيم*(

الفعالية الكلية 

 )وحدة إنزيم(

  لنوعيةالفعالية ا

)ملغم بروتين/وحدة إنزيم( 

عدد مرات 

 التنقية
 %الاستعادة 

 100 1 0.0121 331.1 0.473 39.2 700  الحليب الخام

الحليب المنزوع 

  )مصل الحليب(الدهن
53036.927 0.597 316.41 0.0161 1.3 95.5  

الترسيب بكبريتات الأمونيوم

70% 
 

 7.1 1.1 0.0129 23.49 0.0522 4504.045  الراشح

 57.5 3.0 0.0358 190.245  1.153 32.241 165  الراسب

 56.4 4.0 0.0486 186.772 0.881 18.12 212  ناتج الديلزة

القمة الناتجة من عمود  

 G-50الترشيح الهلامي  
1266727.0 0.933 117.558 1.3869 115 35.5 

القمة الناتجة من عمود  

G-100 الهلامي  الترشيح
54 3018.0 2.125  114.75 7.041 582 34.6 
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 الناتجة من عمود الفصل والعائدة LPالمظهر الجانبي يبين روغان الحزمة البروتينية لإنزيم  : 2الشكل 

  . بواسطة تقنية الترشيح الهلاميSephadex G-50 حليب الجاموسل

  

  

  
                                                           

 
 
 
 
 
 
  

 الناتجة من عمود الفصل  LPالمظهر الجانبي يبين روغان الحزمة البروتينية لإنزيم  : 3الشكل 

Sephadex G-100تقنية الترشيح الهلامي والعائدة لحليب الإبل بواسطة .  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 الناتجة من عمود الفصل  LPالمظهر الجانبي لروغان يبين روغان الحزمة البروتينية لإنزيم  : 4الشكل 

Sephadex G-100والعائدة لحليب الجاموس بواسطة تقنية الترشيح الهلامي .  
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  : تقدير الوزن الجزيئي التقريبي بتقنية الترشيح الهلامي 

باستخدام تقنية الترشيح  من عمود الفصل ة الوزن الجزيئي التقريبي للحزمة البروتينية الناتجحدد

اذ  نقاوة اعلى أعلى فعالية للإنزيم وهذه الحزمة تأعطوقد ، Sephadex G-100  الـلعمودالهلامي 

ر الوزن في تقدياستخدمت  لذلك بلمرة في حليب الأ) 194(مرة في حليب الجاموس و) 582(وصلت الى 

من خلال إمرار عدد من المركبات معلومة الوزن الجزيئي والتي تتراوح أوزانها الجزيئية الجزيئي للإنزيم 

على عمود الفصل لغرض تعيين خواص العمود من حيث الحجم الداخلي )  دالتون2000000 - 204(بين

)Vi ( وكذلك الحجم الخالي أو الفارغ من الحبيبات)Vo(.والجدول ) على عمود مررتين المواد التي يب) 3 

  . مع أوزانها الجزيئية وحجوم روغانها) Sephadex G-100( على هلام محتويةالفصل ال

  
  

الوزن الجزيئي وحجم الروغان للمواد القياسية المستخدمة في تقنية الترشيح الهلامي :  3الجدول 

  .Sephadex G-100باستخدام هلام 
)توندال(الوزن الجزيئي   أسم المادة )مل(حجم الروغان    

 Blue dextran 2000000 91.2الدكستران الأزرق 

 Bovine serum albumin 67000 128.4ألبومين مصل البقر

 Egg albumin 45000 175.9ألبومين البيض 

 Pepsin  36000 229.2الببسين 

 Papain 21000 307.1البابين 

 Tryptophan 204 412.1التربتوفان 

 *106.1 75219  )لقمة ذات فعالية عالية للإبلا(المجهول 

 **103.4 76493  )القمة ذات فعالية عالية للجاموس(المجهول 

الذي يظهر فيه حجم روغان القمة المفصولة للإنزيم من حليب الإبل بواسطة تقنية ) 3(أخذت هذه القيمة من الشكل رقم *

الذي يظهر فيه حجم روغان القمة ) 4(قيمة من الشكل رقم أخذت هذه ال**  .G-100الترشيح الهلامي لعمود الفصل 

  .G-100المفصولة للإنزيم من حليب الجاموس بواسطة تقنية الترشيح الهلامي لعمود الفصل 

  

) 5الـشكل  ( ظهر خـط مـستقيم    لوغاريتم وزنها الجزيئي     عند رسم حجم الروغان لكل مادة مقابل      و

  بلـغ الـذي   وحليب الجاموس، حليب الإبل  في كل من  لإنزيم  بي ل  الوزن الجزيئي التقري   والذي حدد من خلاله   

            البـاحثين  مـا وجـده   لوهـذا يطـابق     للإنزيم المفـصول مـن حليـب الابـل           دالتون) 900 + 75219(

)2011, .et alMehrin  (و)لما مقارب وهو لإنزيم المفصول من حليب الجاموسلدالتون ) 1000 +37649 

  .كيلو دالتون )78(للإنزيم المعزل من حليب البقر والتي بلغت ) Tanaka et al., 2008(الباحثين  وجده
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 المحتوية المنحني القياسي لتحديد الوزن الجزيئي بتقنية الترشيح الهلامي باستخدام عمود الفصل: 5الشكل 

  .Sephadex G-100على 

  

  : من حليب الإبل والجاموس المفصولLPدراسة العوامل المؤثرة على فعالية إنزيم 
 التفاعلات التي تحفزها الإنزيمات حساسة للظروف الخارجية مثل كل التفاعلات الكيميائية، عدت

 تؤثر على معدل سرعة pHوهكذا فان تركيز الإنزيم والمادة الأساس ودرجة الحرارة والأس الهيدروجيني 

قع الفعال للإنزيم وتؤثر على تكوين معقد الإنزيم التفاعل الإنزيمي لان جميع هذه العوامل تؤثر على المو

دراسة تحتم نزيم بصورة دقيقة يولغرض التعرف على فعالية الإ). Burtis et al., 2012( والمادة الأساس

  . على فعالية الإنزيم المنقى جزئيا وإيجاد الظروف المثلى التي يعمل بها الإنزيمختلفةالعوامل المتأثير 

 حليبزئيا من  بوجود تراكيز مختلفة من الإنزيم المنقى جLPتم تقدير فعالية إنزيم  :لإنزيم تأثير تركيز ا.1

 )7 و6(ن الشكلين ويبي.مادة الأساسمع توفر ) مل/ مايكروغرام80 -10(بينما  تتراوح الإبل والجاموس

  سرعة التفاعل الإنزيمدةزياثبوت العوامل الأخرى، إذ يلاحظ  عند ن فعالية الإنزيم وتركيز الإنزيمالعلاقة بي

 من الإنزيم مل/ مايكروغرام70عتمد التركيز  وقد أبزيادة تركيز الإنزيم المنقى من حليب الإبل والجاموس،

  .في جميع التجارب اللاحقة

  

  

  

y = -0.0027x + 5.1628
R² = 0.9892
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  :              تأثير المحلول المنظم . 2

 تركيز ايون الهيدروجين عند لتغيرونها مقاومة  المنظمة بكتمتاز المحاليل: تركيز المحلول المنظم . 1.2

إضافة كميات قليلة من حامض أو قاعدة إلى المحلول، وتعد معرفة تركيز المحلول المنظم ضرورية لقياس 

ملي  )0.02-0.22( المنظم وبمدىتراكيز مختلفة من محلول الفوسفاتقد استخدمت  و.فعالية الإنزيمات

 لحليب الإبل والجاموس LP،  وبينت النتائج أن أعلى فعالية للإنزيم 6.5  وبأس هيدروجيني مقدارهلتر/مول

  .أدناه ) 9 و8( وكما هو مبين في الشكلين من المحلول المنظم) لتر/ مول0.08(كانت عند تركيز 

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  : الأس الهيدروجيني لمحلول الفوسفات المنظم. 2.2

سمى بالأس الهيدروجيني  وير عنده الإنزيم أعلى فعالية يظهمعين) pH(إن لكل إنزيم أس هيدروجيني 

قد لوحظ أن استخدام أس هيدروجيني متطرف يؤدي إلى حدوث تشوه في طبيعة  و.Optimum pHالأمثل 
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 لحليب الإبل مع     LPيوضح العلاقة بين فعالية الإنزيم      :8الشكل  

 .تي المنظمالمحلول الفوسفا
 لحليب الجاموس   LPيوضح العلاقة بين فعالية الإنزيم      : 9الشكل  

 .مع  المحلول الفوسفاتي المنظم

ة 
الي
فع

زيم
إن

 
 L

P
)

ية
الم
 ع
دة
وح

/
تر
ل

( 

ة 
الي
فع

نز
إ

يم
 م 

 L
P

)
ية
الم
 ع
دة
وح

/
تر
ل

( 

 )لتر/ملي مول (ترآيز المحلول المنظم   )لتر/ملي مول (ترآيز المحلول المنظم  



  .....................فصل ودراسة إنزيم اللاكتوبيروكسيديز 
 

124

 0.08 المنظم الفوسفات محلول  في LP  وتم تقدير فعالية إنزيم .الإنزيم مما يسبب ذلك فقدان فعاليته

تشير النتائج  . لغرض أيجاد أعلى فعالية للإنزيمدروجيني للمحلول المنظملتر مع تغير الأس الهي/مول

،  7إلى أن أعلى فعالية للإنزيم لكلا العينتين كانت عند أس الهيدروجيني ) 11 و10( الموضحة في الشكلين 

 كانجيني لحليب الجاموس وجدوا ان قيمة الاس الهيدر) Han et al., 2007( ان الباحثين إلى الإشارةمع 

6.65.   
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  :  تأثير زمن التفاعل .3

تـشير النتـائج    .  لعمل الإنـزيم   لاختيار المدة الزمنية المثلى   على الفعالية   زمن التفاعل   تأثير  تمت دراسة     

 دقيقة ولذلك تم اختيارها لقياس فعالية       25أن أعلى فعالية للإنزيم كانت عند       ) 13 و 12(الموضحة في الشكلين    

  . الإنزيم في جميع التجارب اللاحقة
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 .الإبل مع الأس الهيدروجيني
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  :                      تأثير درجة الحرارة.4

فاعل لذلك يلاحظ ازدياد معدل سرعة الت ،التفاعلات التي تحفزها الإنزيمات تتأثر بدرجة الحرارةان 

وهي ( من درجة الحرارة المثلى عند استخدام درجات حرارة أعلىأما  . درجة الحرارةبزيادةالمحفز بالإنزيم 

يحصل انخفاض في معدل سرعة التفاعل بسبب ) درجة الحرارة التي يبدي عندها الإنزيم  أقصى فعالية له

 نتيجةً لتفكك الأواصر الهيدروجينية والقوى الأخرى المسؤولة عن المحافظة على  إنزيم في حصول مسخ

ولذلك تم  Harvey and Ferrier, 2011)(فعاليته  ان الإنزيمللبروتين ومن ثم فقدالابعاد التركيب الثلاثي 

إذ يلاحظ ). 15 و14( في درجات حرارية مختلفة وكما هو موضح في الشكلين LPإجراء قياس فعالية إنزيم 

 ان تصل الىع فعالية الإنزيم تدريجياً إلى  أن الارتفاع التدريجي لدرجة الحرارة يؤدي إلى رفينمن الشكل

درجة الحرارة المثلى للإنزيم في الإنزيم، لذا اعتمدت هذه الدرجة صل بعدها انخفاض في فعالية يحثم م 45°

  فعالية الإنزيم يمكن ان تنخفض بشكل كبيرأن) Claeys et al., 2002( الباحثين أشاروقد . التجارب اللاحقة

 ين المفصولينلإنزيملعمل اى  تحديد الظروف المثلويلاحظ تشابهاً في النقاط عند. م °80ة عند درجة حرار

م المفصول من  لوحظ ان الإنزيفقد ،من حليب الإبل والجاموس ولكن مع اختلاف في فعالية الإنزيم كل منها

  ). 15 – 6الأشكال ( فعالية أعلى من فعالية الإنزيم المفصول من حليب الإبل لهحليب الجاموس 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
                          : تأثير تركيز مادة الأساس.5

، )Vmax) (Burtis et al., 2012(يطلق على أعلى سرعة للتفاعـل الإنزيمـي بالـسرعة القـصوى     

إنزيم اللأكتوبيروكسيديز وتركيز المادة الأساس تم قياس فعالية الإنـزيم بوجـود            فعالية  ولمعرفة العلاقة بين    

    ن  والـشكلا  .لتـر / ملي مول  )600-50(اوحت بين    والتي تر  )البايروكالول(تراكيز مختلفة من مادة الأساس      

ادة تركيز  تزداد بزي ) حليب الإبل وحليب الجاموس   ( أن سرعة التفاعل الإنزيمي للعينتين       انيبين)  18 و   16( 

 وبذلك يمكن تحديـد     ، بعدها الزيادة في سرعة التفاعل الإنزيمي      وقفت إلى قيمة ت    الى ان تصل   المادة الاساس 
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.الإبل مع درجة الحرارة

 لحليب LPيوضح العلاقة بين فعالية الإنزيم : 15الشكل
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للتفاعل الإنزيمي، وهذا مطابق لما أثبته      ) Vmax(ساس اللازمة للوصول الى السرعة القصوى       تركيز المادة الأ  

 أن استخدام تراكيز واطئة من مادة الأساس يجعل المواقع الفعالة للإنـزيم غيـر                من منتنالعالمان ميكيلس و  

بعة لفعالة للإنـزيم مـش     تصبح المواقع ا   حد معين يادة تركيز مادة الأساس     مشبعة بالمادة الأساس، لكن عند ز     

 لا التفاعل الإنـزيم  بعد هذا التركيز فان سرعة    اما.  الى السرعة القصوى للتفاعل     وبهذا تصل  بالمادة الأساس 

تـشبع الإنـزيم   أن يبينان ) 18 و16( ن والشكلا) Murray et al., 2009(  على تركيز المادة الأساستعتمد

              بـرك  - من البايروكالول، وبتطبيق علاقـة لاينـويفر       لتر/ول ملي م  400تركيز  ال عند   يحدثبالمادة الأساس   

)Line Weaver-Burk plot (أن قيمة السرعة القصوىنجد  )Vmax ( وثابت ميكيلس)Km ( لإنزيمLP   هـي 

  قيمتهمـا  امـا ). 17لاحظ الـشكل    (لتر على التوالي لحليب الإبل      / ملي مول  26.3دقيقة و / مايكرومول 3.49

 وكما هـو     على التوالي  لتر/ ملي مول  45.4 ودقيقة  / مايكرومول 4.44يم في حليب الجاموس فقد كانت       زللإن

  ).19(موضح بالشكل 
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  :نزيمالإ تأثير تراكيز مختلفة من المواد الكيميائية والدوائية المختلفة على فعالية .6

 وتقلل من سرعة التفاعل الإنزيمي  LPبيط فعالية إنزيم من المركبات التي تعمل على تثهناك العديد  

د من يعدال ت وقد استخدم.زيادة سرعة التفاعل الإنزيميب الإنزيم  توجد مركبات اخرى تعمل على تنشيطكما

 من حليب  المفصولLP إنزيم قد اختيرالإنزيم وفعالية المركبات الكيميائية والدوائية لمعرفة تأثيرها على 

ان عدد مرات  فعالية عالية فضلا عن لهاعليها كانت عالية والمستحصل ن الكمية لاذه الدراسة الجاموس له

المختلفة  لتأثير المركبات اوضحلتي من الممكن ان تعطي صورة مرة وا 582بلغ  للإنزيم المفصولالتنقية 

  .على فعالية الإنزيم

  :تأثير المواد الكيميائية. 1.6

لدراسة تأثيرهـا علـى     ) لتر/ ملي مول  500،  400،  300( بتراكيز   ميائيةد الكي م عدد من الموا   استخد

 تروقد اختي . وبنسب مختلفة ) 4الجدول  ( لوحظ ان لكل مادة أثر ما على فعالية الإنزيم           وقد ،LPفعالية إنزيم   

لأمين  الأثيلين ثنائي ا   ومادة )1.7الفقرة  ( نوعية التثبيط    لتعرف على  ل NaAsO2 الصوديوميت  زرنيخميتا  مادة  

  .الإنزيملدراسة تأثيرها التنشيطي لعمل  Na2-EDTAرباعي حامض الخليك ثنائي الصوديوم 
  

  . المستخلص من حليب الجاموسLP تأثير بعض المركبات الكيميائية على فعالية إنزيم: 4الجدول 

  

.لتر /وحدة عالمية ) 4.44(يم هي قيمة الفعالية القياسية للإنز*            
 

  المواد الكيميائية
  تراكيز المواد

 )لتر/ملي مول(

  LPفعالية الإنزيم 

 )لتر/وحدة عالمية(

 أو )-(النسبة المئوية للتثبيط*

  (+)التنشيط

300 3.156 28.9-  

  ZnSO4كبريتات الخارصين  -33.9 2.935 400

500 2.803  36.86- 

300 3.044 31.44- 

 MgSO4كبريتات المغنيسيوم  -39.1 2.704 400

500 2.286 48.51- 

300 2.981 32.86- 

 NaFفلوريد الصوديوم  -40.36 2.648 400

500 2.173 51.05- 

300 2.406 45.8- 

  NaAsO2 الصوديوم يتميتا زرنيخ -44.63 2.458 400

500 2.171 51.1- 

300 5.67 27.7+ 

400 5.963 34.3+ 
أثيلين ثنائي الامين رباعي حامض 

-Na2الخليك ثنائي الصوديوم 
EDTA 500 6.277  41.37+ 
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:)العقاقير(تأثير الأدوية . 2.6  

 من الأدوية النقية التي استحصلت من الشركة العامة لصناعة الأدوية في محافظة             مجموعة تماستخد

 النتائج التي تم الحـصول عليهـا باسـتخدام          5 يوضح الجدول    .LPنينوى لمعرفة تأثيرها على فعالية إنزيم       

كـل   ف . مختلفة لفعالية الإنـزيم     نسباً ت أعط إذ) لتر / ملي مول  500،  400،  300(تلفة من الأدوية    تراكيز مخ 

مضادات حيوية مثل     تستخدم فبعضها . له تأثيرات علاجية مختلفة على الجسم      لدراسةفي هذه ا  دواء مستخدم     

             )Neomycinالنيومايـــــــسين  وFlagyl، فلاجيـــــــل  Ceramideالـــــــسيراميد(

)Horak et al., 2009 Falagas et al., 2008;( ، ـ وبعضها الاخـر  ستخدم لعـلاج داء النقـرص مثـل    ي

 ة للنظام العصبي المركـزي ومنـشط  ةمنشطواخرى  ،)Allopurinol) Pacher et al., 2006الوبيورينول 

 أو  Paracetamolة مثل الباراسيتامول للآلام المختلفة، أو مسكن)Nehlig et al., 1992( مثل الكافيين يضلأ

 Psedoephedrineين  ردفيايبـسيدو  و Phenylphrineفينايل فرين   ال لعلاج الأمراض التنفسية مثل      مستخدمةال

ثـايوفلين اللامـائي    الو) Brunton, 2006; Horak et al., 2009 ( لازالـة الاحتقـان  اللـذين يـستعملان  

Theophylline anhydrous  لاج الأمراض التنفسية المختلفةيستعمل لعالذي )Yoshikawa, 2007 .(  وقـد

 أعلـى نـسبة     ان) 5(يلاحظ من الجـدول      .الأدوية تأثيرات مختلفة على فعالية الإنزيم      بعضا من هذه     أظهر

  التثبيطـي  هتـأثير يل فرين فيما بعد لدراسة نوعيـة        اختير الفينا ، ولذا   لسيراميد والفينايل فرين  تثبيطية كانت ل  

  ).3.7الفقرة ( للإنزيم اً منشطدرس تأثير التتراسايكلين بوصفه كما ،)2.7الفقرة (

) قد تكون أيونات معدنية أو مركبات جزيئية عضوية صغيرة        (ان المثبطات عبارة عن مركبات كيميائية       

تخفض من معدل سرعة التفاعل الإنزيمي أو توقفه من خلال تأثيرها على عامل واحد أو أكثر من العوامـل                   

مثـل   (Prosthetic group تكون في تركيب أو مرافق الإنزيم كالموقع الفعال او المجموعـة الرابطـة   التي

 من قبل المركبات الكيميائيـة  LP تثبيط إنزيم  يكونمن المحتمل انو، )Murray et al., 2009( )جزيئة الهيم

 فهذه المركبات قد تعمل علـى       ،LPفي إنزيم الـ    موجودة   على جزيئة الهيم ال    ها تأثير  عن طريق  أو الدوائية 

  ).Sheikh et al., 2009; Singh et al., 2009(  تداخل مادة الأساس بالموقع الفعال للإنزيمتقليل

                     . LP  إنزيمدراسة تأثير تراكيز مختلفة من المواد الكيميائية والدوائية المختارة على فعالية. 7

  :مادة زرنيخ ميتا صوديوم. 1.7

 وجد انه يتفاعل مع     ، للإنزيم ة مثبط ها الصوديوم بوصف  يت تراكيز مختلفة من مادة ميتا زرنيخ      تاستخدم

 بـرك   – وبتطبيق علاقة لاينويفر   .)20الشكل  (ويؤدي الى التقليل من فعالية الإنزيم كلما زاد تركيزه          الإنزيم  

إن فـي   هذا النوع من التثبيط يتميز، وUncompetitive inhibitorمن النوع اللاتنافسي هو  ان التثبيط وجد

 ،لإتحاد مع الموقع الفعـال    لتركيب المثبط لا يشابه تركيب المادة الأساس ولا يتنافس المثبط مع مادة الأساس              

 Vmaxتي وتنخفض في هذا النوع من التثبيط قيم،ختلف عن موقع ارتباط مادة الأساسمبموقع المثبط إذ يرتبط 

  .)21(على التوالي كما موضح في الشكل ) 29.41(و) 2.7(والتي بلغت ) Km)Burtis et al., 2012  و 
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          . المستخلص من حليب الجاموسLPبعض المركبات الدوائية على فعالية إنزيم  تأثير :5الجدول 

  

  

  .لتر/ وحدة عالمية ) 4.44( قيمة الفعالية القياسية للإنزيم هي * 

  ترآيز المواد  الأدوية
 )لتر/ملي مول(

  LPفعالية الإنزيم 
  (+)  أو التنشيط)-(لتثبيطالنسبة المئوية ل* )لتر/وحدة عالمية(

300 3.044 31.44 - 
400 2.877 35.2 - 

 آالامين
 Calamine 

500 2.377  46.46 - 
300 2.977 32.95- 
     الوبيورينول  -36.86 2.803 400

Allopuranol 500 2.635 40.65- 
300 2.955 33.44 - 
    باراسيتامول - 41.95 2.577 400

Paracetamol 
500 2.304 48.1 - 
300 3.203 27.86 - 
  ثايوفيلين اللامائي - 31.5 3.041 400

 Theophylline anhydrous 
500 2.815 36.59 - 
300  2.703 39.12- 
400 2.641 40.51 - 

 الكافيين اللامائي
Caffein anhydrous 

500 2.377 46.46 - 
300 2.589 41.68 - 
  فينايل فرين -42.27  2.563 400

 Phenylphrine  500 2.406 45.81- 
300 3.269  26.37- 
400 3.044 31.44- 

 فلاجيل
Flagyl  

500 2.704 39.09-  
300 2.108 52.52-  
   سيراميد   -59.36 1.804 400

Ceramide   500 1.487 66.5-  
300 2.937 33.85- 
  Psedeuphidrine  بسيدوالايفيدرين -38.76  2.719 400
500 2.477 44.21-  
300 3.044 31.44- 
 نيومايسين  -37.56  2.772 400

Neomycin 
500 2.586 41.75-  
300 4.569 2.9+  
 تتراسايكلين   +8.17  4.803 400

Tetracycline 500 5.465 23.08+   
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  :ل فرين  فيناي مادة.2.7
 الإنـزيم  مع تفاعلت اانه وجد ،للإنزيمة  مثبط هابوصف فرين فينايلمادة ال  من مختلفة تراكيز باستخدام

 بـرك   –وعند استخدام رسم لاينـو يفـر      ).  22 الشكل (اتركيزه بزيادة الإنزيم فعالية من التقليل الى مؤدية

 Noncompetitiveلنـوع غيـر التنافـسي     ان التثبيط مـن ا وجدفينايل فرين اللإيجاد نوعية عمل المثبط 

inhibitor         انلأسـاس و  ان تركيب المثبط لا يشابه تركيب المـادة ا        ب، إذ من مميزات هذا النوع من التثبيط 

 بـين المثـبط والمـادة       منافسة أي لا يوجد     ، الموقع الفعال  غير مع الإنزيم في موقع آخر       عادةً يرتبط المثبط

 لا يلغي تأثير عمل هذا المثبط        لذا فإن زيادة تركيز المادة الأساس      ،ل للإنزيم لاتحاد مع الموقع الفعا   لالأساس  

 Kmمع بقاء قيمة    ) 2.94(والتي بلغت   في هذا النوع من التثبيط       Vmaxالسرعة القصوى    ذ يلاحظ انخفاض  وا

كن هناك من خلال ملاحظاتنا في الادبيات لم يو. 23ضح في الشكل اوهو  كما )Burtis et al., 2012( ةثابت

 نولبـاحث ل فقط دراسـة     LP او دراسة توضح تأثير المركبات الكيميائية والدوائية على فعالية إنزيم            أي بحث 
)Atasever et al., 2013 ( يد ملاسلفانلأشارت ان لالتي Sulphanilamideمن النوع التنافسياًي تثبيطاً تأثير .  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  

  : تتراسايكلينالو ) Na2-EDTA( ي حامض الخليك ثنائي الصوديومالأثيلين ثنائي الامين رباع تأثير .3.7

 LP على فعالية إنزيم ا لإيجاد تأثيرهتتراسايكلينال وNa2-EDTA باستخدام تراكيز مختلفة من 

 زيادة في يظهرا مكيزهافعند زيادة تر) 25 و24الشكل ( على فعالية الإنزيم اً منشطاًوجد ان لهما تأثير

  .البايروكالول وبين بيروكسيد الهيدروجين  من خلال تنشيطه للتفاعلLPفعالية الإنزيم 

  

  

  

  

تأثير تركيز مادة الفينايل فرين على فعالية  : 22الشكل  

 .LPإنزيم 
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 تحتاجهـا   ) أيونات لاعضوية او مركبات عضوية     اما(جزيئات صغيرة   هي   Activatorsالمنشطات  

  ومن ثـم يـسهل فـي   خفض طاقة تنشيط التفاعل من خلال نشاطها ها للعمل وزيادة بعض الإنزيمات لتحفيز  

 - معقـد المنـشط   ال مع الإنزيم أو مع المادة الأساس لتكون          تتحد عادة  هذه المنشطات فناتج النهائي   طاء ال إع

 عملية تنـشيط انـزيم    أن )Dimitrov et al., 2007(ن و الباحثيعتقد و).Burtis et al., 2012(المادة الأساس

LP الـ زيادة تكوينتتضمن   Monoaminomonocarbonic acid  ينيـة كـالمثيونين   من الأحمـاض الام

 مـن اللايـسين   Diaminodicarbonic acidكذلك زيـادة تكـوين الــ    ووالفالين والليوسين وايزوليوسين 

% 2.77بنسبة   LPالمجموع الكلي للأحماض الامينية الأساسية بعد عملية التنشيط لـ يزداد   اذوالهستيدين،

  .% 2.17 بنسبة لأحماض الامينية غير الأساسيةلينخفض بينما 
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